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BAC113K1QC1NK ANTl-LISTERIA 

La pr6seaate invention conceme ime bactSdodne de Lactobacillus sakei et 
plus particuliix^^t de LactobadUus sakei 2512, ime s6qaience nacldotidiqoe 
codaat pour cette* bact^riocme, et Tutilisation industrielle de cette bactSriocine 
5 • comine agmt actif contre des flores pafhogktes on md6sirables dans la preparation de 
produits alim^taires. 

Les bact&ies lactiques sont utilisees zntensiveQieat dans les fenneDtatLons 
alimentaires afin, non seulement d*axn61ioier la saveur et la texture des aliments mais 
surtout pour allonger leur durSe de cozis^ation. De nombreuses bactdries lactiques 

10 ont en effet la faculty d'inhiber la aoissance de certaines bact6ries k Gram positit 
dont des souches pathogenes conme Listeria monocytogenes^ grSce Texcrition de 
molecules antagonistes, panni lesquelles des compos6s peptidiques. Ces con35)Oses 
peptidlques, appel6s bacteriocines, presentent done un potentiel intdressant pour la 
preservation qualitative et sanitaire de produits alimentaires fennent6s. 

15 A titre reprdsentatif de ces bact6riocines, on pent notamment citer celles 

fonnant la sous-classe de polypeptides d&iomm6s bact6riocines zxitx-Listeria, 
bactfeiocines de classe Ha (Ennahar S. et al,, 2000, FEMS MiciobioL Rev., 24 :85' 
106) et cystibiotiques (Jack R. et al, 1995, Microbiol. Rev., 59(2) : 171-200). n a 6t6 
feit r^cenunent 6tat de Futilisotion potentiello dSmc dc ces baot^ocinos dc classe Ha, 

20 la divercine V41, pour empScher la croissance de Listeria monocytogenes dans du 
saumon fimie (DufFes R et al, 1999, J. Food Piot, 62(12) :1394-1403). 

Les sequences de ces polypeptides pr6sentent de fortes similitudes dans leur 
partie N-terminale, avec en particuHer la pr^ence d*im pent disnlfbre. La partie C- 
terminale hydrophobe est beaucoup phis variable, toutefois certaines de ces 

25 bact&iocines, dites de type pMiodne (pfidiocine PA-1. entfiiocine A et divemme 
V4I), se caract&isent par une taille sup&ieure k 40 r&idus et la pr&raice d'un 
denxi^e pant disulfiiie du cot6 C-tenninal. 

Les auteurs de la presente invention ont mis en 6vidence une nouvelle 
bactferiocine de classe Ha produite k partir d'une souche sp&ifique de Lactobacillus 
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sakei, qm e'av&ro partioxili^rement ©JSioaco pour inhlbcr la croissancc dc Listeria^ 
phis particuKferement de Listeria monocytogenes, 

Ea flccord avec Tagg J.R. al , BacterioL Rev,, 40 ; 722 756 (1976), lo 
terme " Bactferiocine " au sens de Tinvention fait r6fereiice k un polypg)tide produit, 
5 pax syath&se ribosotnique, a partir de rnicroorgaiusmes, capable d'inhiber 
spdcifLquemmt la croissance d'autres bact6iies. 

La pr&ente invention a done pour premier objet un polypeptide issu de la 
sonche Lactobacillus sakd 25 12, dot6 d'une activite bacteriodne. 

10 La souche Lactobacillus sakei 2512 a 6t6 d^posfe le 25 mai 2000 auprfe de 

la Ck>llectiQnKationale des Cultures de MicroorganisnoLes ot elle est enregistree sous 
le num&o de d^pdt I - 2479. 

La bact6riocine objet de la pr&ente invention a &A denommfe Sakadne G. 
n s'agit d'un polypeptide poss6dant une masse moleculaire de Toxdre de 3700 k 3900 

15 et pr&f&rentiellement d'environ 3834 Da d6tenmn6e par spectrometrie de masse, Elle 
possede un ^ectre d'iniubition bacterienne trfes apparentfi a celui des bacteriodnes 
de classe Ha. C'est ainsi qu*elle s'av&e particuli&rement efficace contre les souches 
de Lactobacillus sakei autces que le Lactobacillus sakei 2512, Pediococcus 
cerevisiae, I'ensemble des souches Listeria et contce les Enterococcus faecalis et 

2 0 durans. En revanche, elle s^avere inactive contre les autres esptees de Lactobacillus 

comme par exemple le Lactobacillus debruecldi, le Lactobacillus plantarum^ le 
Lactobacillus brevis, le Lactobacillus casein et une souche SEnterococcusfaecium, 

A I'image des bact6riocines m^-Listeria de type p6diocine, la Sakacine G 
possdde dans sa structure peptidique avantageusemait deux ponts disulfures. 
25 Une analyse des determinants g6n6tiques de plusieurs bact6riocines de 

classe Ha a montr6 que les gfeneg impliqu^s dans leuxs production, transport et 
immunite, sont organises en une ou plusieurs structures de type op6ron. Ces operons 
out uiic localiiiaiiua suuvcul plasmidique et poss^dent g^n^ement au moins deux 
gefles codant pour des prot6ines, homologues h, un ABC-tiansporteur et une prot^ine 

3 0 acoeasoirc, probablczncnt impliqudc daos Tcxpoit des baul^riociiics. 
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Le cionage da ftagmeat nuci^otidique oontenaQt ie gdne de la Sakacnne G a 
revile Texistence de trois cadres ouverts de lecture complets skgAl (SEQ ID JTl), 
skgA2 (SEQ ID l>r3) et sk^c (SEQ ID 1^13) (incluant ie cadre de lecture tronqu6 
skgD (SEQ ID N°7)) et d^im cadre tronqu6 s1(gl (SEQ ID WS) dont me 
5 rcprcscatation schcmatiquo est prdscotdc cai figure 1. Lo fragment nacl6otidique est 
ua double brin dont le monobrin 5'-3* est represente ea sequence ID N°15. 

Lea produita des g^es skgAJ ot skgA2^ etppclda pr6-bact6riocinca» pcuvcnt 
subir une maturation au cours de iaquelle leurs peptides leaders respeotife sont cliv6s 
eatre les r^idus 18 et 19, lib^rant ainsi la Sakacine G active (residue 19-55). 
10 Le fragment nucl6otidique monobrin 5'-3' comprenant skgAl, skgA2, skgD 

et skgl figure en ffRQ ID N^9. 

La pi6s^te invention a done dgalement pour objet un polypeptide isol6 
corre^ondant k une bact6riocme, caxact&is6 en ce (ju'il comprend la s6guence ID 
N^2 et/ou la sequence ID NM. La sSquence de la bact&dodne mature correspond a la 
15 sequmce ID N*12 et est comprise dans les s6quences ID N**2 et ID N°4. 

Le cadre de lecture ^pel6 skgl code une prot^ine de 52 residus. La 
comparaison de cette sequence avec celle des banques de donn6es montre de fortes 
similitudes de Skgl avec des prot£ines dites d'iiDmunit6, EUe code 
vraisemblablem^t la protSne d'inmiunit^ prot6geant la bactetie pioductrice de la 
20 Sakacine G. 

La pr6sente invention s'Stend 6galement k un polypeptide isol6 comprenant 
la sequence ID N°6 correspondant au cadre de lecture skg[. 

En ce qui concenie Ie dernier gisie s^Dc^ il code une prot6ine qui pr^ente 
une homologie avec des proteines de la famille des AB&transporteurs, et plus 
25 particuliferement du transporteur de la pediocine PA-1. Le gene skgDc code 
vraisemblablement T ABC-transporteur sp6cifique de la Sakacine G. 

La pr^sente invention s'6tend 6galement au polypeptide isol6 compreoant la 
sequence ID IsPS correspondant an gene dit skgP et au polypeptide isole comprenant 
la s&iuence ID WIA correspondant au gfene dit skgDc. 
30 ii est entendu que sont 6galement comprises les sequences homologues, 

dSfinies comme 
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i) les sequences gimilairee a au moinB 70% ds la seqaenos SEQ ED N° 
2, N° 4, J^%, N°8, N^12, on N°14 ; on 

ii) les sequences coddes par une sequence d'acide nucMxque 
hoiQologae telle que definie ci-apifes c'est-a-dire nne s6queace d'acide nucl^ique 

5 hybridant avec la sequence SEQ ID NM, N° 3. N° 5, N° 7. N*^ 9, Nn3 on N^15 ou 
sa s6queiice compISmentaire, dans des coDditioDS stringmtes d'faybcidation. 

Lk encore* le tenne "sixmlaires** se ti&re h la ressemblance par&ite on 
identity entre les acides amines des sequences homologues compares mais aussi k la 
resseanblance non parfaite que Ton qualifie de similitude. Cette recherche de 

10 similitudes dans une s6qQence polypeptidique pread en conq^te les substitutions 
conservatives qui sont des substitotions d'acides amin&s de mSme classe, telles que 
des substitutions d'acides amin6s aux chaines lat£rales non charg6es (tels que 
I'asparagine, la glutamine, la serine, la threonine, et la tyrosiaeX d'acid^ amines aux 
chaines lathes basiqu^ (tels que la lysine, I'arginine, et lliistidine), d'acides 

15 amin6s aux chaines lat6rales acides (tels que Vacide aspartique et I'acide glutamique); 
d'acides amines aux chalaes lathes apolaires (tels que la glycine, Talanine, la 
valine, la leucine, llsoleudne, la proline, la phenylalanine, la methionine, le 
tryptophane, et la cyst6in£^). 

Plus g6n6ralement, par " s6quence d'acides amines homologue on entend 

20 done toute sequence d'acides amines qui difEfere de k s&juence SEQ ID N°2, 

N°6, >r8, N°12 on N°14 par substitution, d616tion et/ou insertion d'un acide amin6 
ou d'un nombre r6duit d'acides amines, notamment par substitution d^acides amines 
naturels par des acides amines non naturels ou pseudo-acides amines a des positions 
telles que ces modifications ne portent pas signilicativement atteinte k ractivit6 

2 5 biologique du polypeptide isole et de pr6f6rence de la Sakaciae G, 

De prdf^grence, une telle sequence d'acides amines homologue est siinilaire a 
au moins 85 % de la sequence SEQ ID N^2, N°4, N°6, N°8, N°12 ou 1^14, de 
pr6fcrcucc au uiuiiis 95 %. 

L'homologie est g6n6ralement d6tenmn& en utilisant un logiciel d'analyse 

30 dc 36quciicc (par cxcn^le, Sequence Analysis Software Package of the Gcncties 
Computer Group, University of Wisconsin Biotechnology Center, 1710 University 
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Avenue, Madison, WL 53705). Des secpimces d'acides amiaes similaires sont 
align6es pour obteriir le maximum de degr6 d*homologie (i.e. identite ou similitude, 
comme d6fim plus tiaut), A cette fin, U peut fttre n^cessaire d'introduire de maoi^ 
artificielle des espaces (** gaps ") dans la sequence. Une fois Talignement optimal 
5 r6alis6, Ic dcgr6 d'homologie est 6tabli par cnrcgi s t i c m c ul de toutes les positions 
pour lesquelles les addes amines des deux s6quences CQnq)ar6es sont identiques, par 
rapport an nombre total de positions. 

L'activit6 biologique du polypeptide isol^ et notamment de la Sakacine G se 
r^f^ i sa capacity i inhiber la cxoissance de soucbes baci^emies ind^sirables et/ou 
10 patbogenes, de pr6f6rence de bact6iies Listeria et plus particulier^ent de bact6ries 
Listeria monocytogenes. 

La presente invention a egalonent pour objet un adde nucl^que isoI& 
codant pour un polypeptide tel que d^fini prec6d€xmnent 
15 Plus preds^ent, la pr6sente inventiovi a pour objet un adde nucl6ique isol6 

comprenant la sequence ID N^l et/ou la sdquence ID iNTS.. 

La s6quence nucltotidiqiie compl&te de la region inq)}iqu6e dans 
Texpression de la Sakacine G (3055 pb) a 6t6 d^terminfe. n s'agit dYm ADN double 
brin dont le biin S -3' est repr^entS en s&pi^ce ID W\5. Le biin 3*-5' est pr&ent6 
20 en figure 2. La prSsente invention vise 6galetnent un acide nnclSique comprenant une 
telle sequence. 

Comme d6crit pr6c6demment, cette sequence possMe trois cadres ouverts de 
leoture complets skgAl, sigA2 et skgDc et un trQnqu6, skg[, Les g&nes suppos6s 
sk^ 1 (SEQ ID 1), skgA2 (SEQ ID ISH) et skgl (SEQ ID WS) y sont oiientfe en 

2 5 sens inverse par rapport i skgDc (SEQ ID N^'IS). 

Sont 6galement revendiqu6s dans le cadre de la pr&ente invention, Tacide 
nucleique comprenant la s6quence ID N°5, 1'adde nucleique conqirenant la sequence 
ID W13 et Tacide nucleique comprenant la sequence ID N°7. 

n est entendu que sont 6galement comprises les sequences homologues, 

3 0 d6£b3ies conune : 
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i) des s^uences sixnilaires k an moms 70 % de la s^nenocs SEQ 
ID N°l, N% N°5, N°7, N°9, NnS ou ]Sri5 ; Oil 

ii) dej? sequences hybridaQt avec la sequence SEQ ID N°l, >r3, 
N°5, ^r7, N^9, 1SP13 ouN'^lS ou leur s6queiice C02npl6mentaire, dans des conditions 

5 stringentes d'hybiidation. ou 

iii) des sequences codant pour le polypeptide d&iomm6 Sakacine 
G, tel que defini pr6cedeinment 

De preference, une sequence nucl6otidique homologue selon Vinvenlion est 
similaire k au moins 75 % des sequences SEQ ID 1SP3, N°5, N^7, N°9, N°13 ou 
10 N° 1 5, de pr6f6rence aicore au moins 85 %, ou au moins 90 %• 

De mani&ce pr6ferentielle, une telle sequ^ce nucl6otidique homologue 
hybride specifiquemmxt anx s6quences complSmsitaires de la sequence SEQ ID >ri, 
N'^S, 1^5, N'^, N'^P, >ri3 ou >ri5 daus des conditions stringentes, Les paramfetres 
definissant les conditiozis de stcingence dq>6ndent de la temp&ature k laquelle 50% 
1 5 des brins appari6s se s6parent (Tm). 

Pour les s6queaces comprenant plus de 30 bases, Tm est d^finie par la 
relation (Sambrook et al., 1989;NYu Cold Spring Harbor Laboratory) : 
Tm = 81,5 + 0,41(%G+C) + 16,6 Log(concentration en cations) - 0,63(%j53nnanude) 

- (600/nombre de bases) 
2 0 Pour les sequences de longueur infi&rieure k 30 bases, Tm est d6finie par la 

relation; 

Tm-4(CH-C) + 2(A-fT). 
Dans des conditions de stringence appropriees, auxquelles les sequences 
asp6cifiques n'hybrideat pas, la temperature d'hybridation peut etre de pr6f6rence de 
25 Sk lO^C en dessous de Tm, et les tampons d'hybtidation utilis6s sont de pr^fiSrence 
des solutions de force ionique 6l6v6c Idle qu'uuc solution (5aSSC pai oxcmplc. 

Le teame "sequences sttnilaires" employ6 plus haut se r^fere k la 
icsscmblaucc parfaitc ou idcntit6 cntrc les nucleotides comparca mais auaai a la 
ressemblance non parfaite que Ton qualifie de similitude. Cette recbercbe de 
30 simiHtudca dans leo o©quBno©o nuol&ques diotiiigu© par exemple les purines et les 
pyrimidines. 
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Une sequence nticl^otidique homologue aux cadres ouverts de lecture 
repr&entfe en SEQ ID N^I, N^3, N^5, N^, N^, N^13 ou N^S inclut done toirte 
sequence nuciaotidique qui difKsre de la s6queace SEQ ID Wl, 1^3, N°5, N°7, N''9, 
N**13 ou N°15 par mutation, insertion, deletion ou substitution d*une ou plusieuis 
5 bases, ou par la ddgeu^resccucc du code g6n6tiquc, poor autaut qu*ollc code ua 
polypeptide presentant Tactivit^ biologique de la Sakacine G, comme d6j5nie ci- 

Paimi de telles s6quences faomologues, sont comprises les sequences des 
g^es de bact^ries autres que Lactobacillus, codant pour la Sakacine G. 

1 0 Les polypeptides de la pr&ente invention peuvent 8tre synth6tises par toutes 

les m6thodes Wen cornmes de ITioniine du metier. Xes polypeptides de Wnvention 
peuvent par exemple etre synth6tises par les techniques de la cbimie de synthese, 
telles que la synthtee de type Mexrifield qui est avantageose pour des raisons de 
puret6, de sp6cijGicit6 antig6nique, d' absence de pzx}duits secondaires non d&ir6s et' 

15 pour sa facility de production. 

Lapr6sente invention a 6galement pour objet un proc6de de production d'un 
polypeptide recombinant dans leqnel un vecteur comprenant un acide nacl61que 
conforme k la pr6sente invention est transfSrd dans une cellule h&te qui est mise en 
culture dans des conditions pennettant Tesqaression d'un polypeptide conforme k la 

20 pr6sente invention ou d'un polypeptide cod6 par une sequence d'acide nucl6iqae 
confoime k la pr6sente invention. 

La bact6riocine recombinante pent egalement Stre produite par un proc£d6, 
dans lequel izn vecteur contenant un acide nucleique comprenant une sequence 
nucl6otidique conforme a Tinvention et de preference les sequences SEQ IDN*'! 

25 et/ou N°3 oil une s&juence homologue est transf&^e dans une cellule h6te qui est 
mise en culture dans des conditions pennettant Texpression du polypeptide 
correspondant. La proteine produite peut ensuite Stre recuper6e et purij56e. Les 
proc6d6s de purification utilises sont connus de rhonune du metier. Le polypeptide 
recombinant obtenu peut etre puiifi6 i partir de lysats et extraits cellulaires, du 

30 sumageant du milieu de culture, par des m6thodes utiiisees individuellement ou en 
combinaison^ telles que le firactionnement, les m^thodes de chromatographies les 
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tecbzdques d'knmunoafGnite k Vaxde d*anticozp5 mono- ou polyclonaax 8peci£ques, 
etc. 

La sequence d'acicle ttticUiqiie d^nt^r^t, codaM ponr la SaVarine G, pent etre 
msk6o dans un vecteirr d'expression, dans lequel elle est liee de manifere op6rante k 
5 des elements pen ne ttant la regulation de son expression, tels que notamment des 
promotenrs, activateurs et/ou tenninateurs de transcription. Las signaux contrfilant 
Texpression des s6guences nucleotidiques (promotenrs, activateurs, s6quences de 
terminaisDn...) sent choisis en fonction de Vh6i& celMaire utilise A cet efibt^ les 
sequences nucleotidiques selon rinvention peuvent Stce ins6r6es dans des vecteuis a 

10 replication autonome au sdn de llidte choisi, ou des vect^irs int6gcatifs de llidte 
choisi. De tels vectems seiont prepares selon les mSihodes courammmt utilisees par 
llioxnme da metier, et les clones &i resultant peuvent etre introduits dans un li6te 
approprie par des methodes standard, telles que par exemple I'Slectroporation ou la 
precipitation au phosphate de calduuL 

15 Les veoteurs de clonage et/ou d^expression tels que d^ts ci-dessus, 

contenant une s^ence nucl6otidique d6£inie selon I'mv^tion font 6galement partie 
de la pr6sent6 invention* 

L'invention vise en outre les cellules h6tes transformSes, de maniere 
2 0 transitoire ou stable, par ces vecteurs d'expression. Ces cellules peuvent 6tre obtenues 
par rintroduction dans des cellules hdtes, de preference procaryotes, dhme sequ^ce 
nuclfeotidique ins6ree dans uii vecteur tel que d6fini ci-dessus, puis la mise ea_cultiire 
desdites cellules dazis des conditioDS pennettant la replication et/ou Texpression de la 
sequence nucl6otidique transferee. 
2 5 Des exemples de cellules h6tes incluent notamment des bact6ries telles que 

Laciococcus, Lactobacillus^ Leuconostoc, Streptococcus, Pediococcus, Escherichia 
et les levures, 

Les s6qucaiccs uucl6otidiqucs dc riuvcution peuvent 6tro d*oiigiiic 
artificielle ou non. D peut s'agir de sequences d'ADN ou d'ARN, obtenues par 
30 criblagc do banqucs do 36quoncoa au moyen do sondes eiabore©3 sur la baae des 
sequences SBQ ID N^l, N^3, N^5, 1^7, N°9, N^13 et/ou N**15. De telles banques 
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peuveat Stre prepar6es par des teclmiqii^ classiques de biologie molecolaiiB, 
connues de llioimne de Tart. 

Les sequences nucl^olidiques selon linvention peuvent 6galement atre 
pr6par6es par synihese chiimque, oa eaicore par des mSfhodes naixtas uictuaxrt la 
5 laodiflcatioii cbiixdque oa eozymatiqius dc sequences obtemues par ciibliigts des 
banques. 

La prdsente invention se rapporle 6galement k un proc&i6 pour inhiber la 
croiesance de Listeria, plus paxticiilierement de Listeria monocytogenes dane uq 

10 OTvironnenient qui peut Stre aUmentaire ou non et qui est susceptible d*etre 
contamine avec les Listeria monocytogenes. 

Les Listeria monocytogenes sont des microorganisnies pafhogeues qui sont 
k i' engine de s6v^es maladies ch^ les etres humains et animaux et qui peuveat 
notanunesit §tre &cilemeat transmdssibles par des alimeaits contanun^s, plus 

15 spScialement au moyen de viandes, de produits cam^^ de produits roaiins, de lait et 
de produits d^ves. La presente invention propose done un procede pour inhiber la 
croissance de Listeria monocytogefies dans un aliment susceptible de contenir des 
Listeria monocytogenes k titre de contaminant, ledit proced6 comprenant Taddition 
d'un polypeptide conforme k Tinvention dans ledit aliment en une quaixtit6 suffisante 

2 0 pour inhiber la croissance de Listeria monocytogenes. 

Les bactSriocines con&nnes k invention sont de prefSr^ce utilis6es dans 
tout systfeme alimentaire en une quantite conq)iise entre 1 et 100000 unitds aibitraires 
(AU) de bact£riodnes par granoone d'aliment. 

Une AU de bacteriocines est d66nie corome 5 |il de la dilution la plus 61ev6e 
25 du sumageant de culture conduisant k une zoiie dSfinie d^inhibition de croissance par 
lappozt k une souche t6inoin d*une bact&le k Gram positif sur un milieu agar. 

Bien que les aliments soient les plus concem6s par une contamination par 
Listeria monocytogenes^ les produits v6t&inaires et medicaux peuvent 6galemCTit Stre 
contamines avec ce type de bact&ies, de m&me que les produits cosm^tiques ou 

3 0 produits apparent6s. 
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Les bflct^orines conformed k la prA?ftnte invention, et notamTnent la 
Sakacine G, sont done 6galeinent utiles pom* ajohiber la croissance de ce type de 
pathog^es dans ces produits. 

La presente invention a ainsi pour objet Tutilisation d*une bacteriocine 
5 conforme a la pr6seate invention conune agent actif contre des flores pathogenes ou 
ind6sixables notammesit dans la preparation de produits alimentaiies et plus 
prdds^ment pour inhiber la croissance et la propagation de Listeria, plus 
particuli6rem^t de Listeria monocytogenes, dans les produits alimentaires. 

Le polypeptide peut Stre incozporS tel quel dans le produit alimootaire 
1 0 consid6r6 ou encore y Stre produit & partir de la souche Lactobacillus Sakei 2512. 

La presente invention a ainsi 6galement pour objet rutilisation de la souche 
Lactobacillus Sakei 2512 dans un produit alimentaire pour y g£n6rer un polypeptide 
bact6iiocine con&rme k Tinvention. 

L'invention conceme encore une conq)osition bacteriocine^ caract£ris£e en 
15 ce qu'elle comprend au moins un polypeptide confotme a la preseate invention, 
c'est-^-<lire issue de la souche Lactobaeillus Sakei 2512 ou comprenant la s&juence 
SEQ ID ou 1SP4, ou N°12, ou 1^14 ou la souche Lactobacillus Sakei 2512, 

L'invention s*6tend 6galement k Tutilisation de la souche Lactobacillus 
sakei 2512 destinfie k produire un polypeptide tel que defini plus haut, pour inhiber la 
20 croissance et la propagation de Listeria, plus particulierement de Listeria 
monocytogenes y dans des produits alimentaires ainsi que les compositions 
comportant de telle souche. 

Les exemples et la figure cl-apr6s sont pr6sent^ k titre illustratif et non 
2 5 limitatif de Tobjet de la presente invention. 
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Figure 1 : Repr6s6D£a](ioii suh^amtique du locus g6[L6tique kcQiU4u6 dstos Id 
production de la sakaciae G. 
' 5 Figiurc 2 : Brin compldmcntairc 3'-5' corrcspondaDt h la sdqucncc * 

nucl^otidique complete de la region impliquee dans Tesjcpression de la Sakacine G et 
dont le brin 5'-3* est pt^sentd en SEQ ID N°15. 

mate;riels et mptoodes 

10 • Souches bact&ieames et milieux de culture. Lactobacillus sakei 2512 est 

cultiv^ i 30°C en milieu MRS (DIFCO LaboTatories) sterilis6 12 min 4 110°C. J^s 
souches indicatrices sont cuitiv6es en milieu BHI ("brain-heart infusion"; DIFCO 
Laboratories) i 37^C. 

15 • Test d'activit6. Du imlieu BHI, g61os6 i lOg/1, est ensemenc6 k 1% par uue 

preculture de souche iudicatrice en phase stationnaire avant d^dtre coule en boite de 
Petri. Cinquante microlitres de solution de sakacuie G sost depos6s dans des puita 
o'eus^s dans la g61ose refroidie k I'emporte pi&ce. L'activit6 bactSriodne se traduit 
par rapparition de zones d'iiihibition autour des puits api^s incubation une nuit a 

20 

• Analyse proteique. La sakadne G est analys6e ea spectrom^e de masse 
sur un appareil Perkm-Ehn^ Sdex API 165 6quip6 d'une source d'ionisation par 
lonspray. Aprfes lyophilisation, la fraction HPLC active est rqprise avec une solution 
ac^tonitiile / eau (1:1) contenant 0,1% d'acide fotmique puis injects par infusion k 
25 un d6brt de 5 nl/min. 

La concentration prot6ique est dfiiternnn6e par la mdhode k Tacide 
bicinchoninique au mpyen du Mt BCA (Sigma) selon les instructions du fabriquant 

Les coxhparaisons de siquences prot6iques sont r6alis6es grice au 
progranune BLAST (1), accessible k partff du serveur BxPASy du "Swiss Institute of 
30 Bioinfonnatics". 
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• Cloxmge mol^ctdaiie et transfomiation. Les plafimides sont extraits et 
purifi6s k partir de souches ^Escherichia, coli et de Lactobacillus sakei 2512 selon 
les methodes decrites precedemment par Sambrook et al., 1989, NY : Cold Spring 
Harbor Laboratory et Mniiana et Kbenhammer, 1987, Appl. Environ. MLcrobioL, 
5 53 :553-560 respectivement 

Les en2ymes de restriction et de modification de TADN sont utDis6es selon 
les indications du fourmssenr (Gibco-BRL). Les filectcophoreses en Rel d*agarose, 
analytique et pr^arative, sont conduites en tampon IWs/borate/EDTA (pH 8,3) selon 
les mefhodes decrites par Sambrook et a/., 1989, NY: Cold Spring Harbor 

10 Laboratory. Les ficagmeats ADN dig6r6s sont ptffififa ipartir des gels d'agaiose en 
utilisant le kit "Prep-a-Gene" (Bio-Rad). Les clonages dans les plasmides pGBM-T 
(Promega) et pZEEl02 (Ihvitrogen) sont r6alis6s selon les reconunandations des 
fonmisseurs. Le tcansfert de type SouQtem est r6alis6 sur membrane de nylon 
(Hybond-N+> Amersham) selon Sambrook et al., 1989, NY : Cold Spring Harbor 

15 Laboratory. Le transfert est suivi dhme hybridation avec nne sonde radioactive 
obtenue par marquage an ^^P a Taide da kit "random prim^ DNA labelHng system" 
(Gibco-6KL). Les bact&ies E. coli €ont readues conqp^t^tes et transfonnees selon la 
m6tiiode de Hanahan, 1983. J. MoL BioL 166:557-50. 

La Taq polym6rase (Gibco-BBL) est utLlis6e selon les reconunandations du 

2 0 foumisseur. UampMcation du fragment d'ADN codant la Sakacine G a ete realiste i 
Taide d'un appareil "Geneamp 9700®" (Peddn-Ehner) selon les conditions suivantes 
: 35 cycles de d^naturation k 94*'C pendant 30 s, hybridation a 45**C pendant 30 s et 
61ongation k 72**C pendant I min snivis d'un cycle suppl&nentaire tfelongation k 
72°C pendant 5 min- 

25 Le fragment d'ADN portant le locus sakacine G est sequ^ce a Taide d'un 

sequenceur automatique ABI Prism 310® (P«3dn-Elmer) en utilisant le kit de 
s6quez3jpage "Big-dye terminator®" (Peridn-Elmer) et les amorces nucleotidiques 
appropri6es. 

30 EXBMTLE 1 : 

Isolement et purification de la Sakacine G. 
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Une culture de Id h 6g Lactobacillus, mkal 2512 (100 ml) est contrifug6o h 
6000g pendant 15 min. Le sumageant de culture est ensuite chauffe a 70°C pcaidant 
20 nua. Le sumagcaut xcl&oidi est cnsuit© dilu6 avco 1 volume d*eau (le pH de la 
solution dilute doit dtre inf^rieur a 6, par addition dUQ IM si necessaire) avant 
5 d'etre passe sur imc colonne (2.5 x 18 cm) contenant une r^ine ^changeuse de 
cations (carboxy-methyl cellulose; Cellufine C-200, Amicon) 6quilibr6e avec de 
Peau. Apres des lavages euccessifs avec de I'eau (100 ml) pnis une solution de NaCl 
0,1M (150 ml), la Sakacine G est 6hi6e avec une solution de NaCl 0,5M (200 ml). Le 
pH de toxites les solutioTis doit etre inferieur a 6» La fraction active est ensuite 
10 d6pos6e sur cartouche d'extraction en phase solide (Sep-pak plus C18, Waters) 
^uHthrte dans I'eau. Apres lavages successifi avec 5 ml de soiuti0ns d'acetate 
d^ammonium 20 mM contenant 0, 10, 20 et 30% d'ac6tonitrile, la Sakacioe G est 
eluee avec 10 ml d'ac6tate d?ammonium 20 mM contenant 80% d'ao6tonitrile. Apt6s 
lyopMhsation, rextrait est solubilisfi dans 1 ml de solution aqueuse d*ac6tonitrile & 
15 40% puis inject6 sur une colonne HPLC analytique de phase inverse en C8 
(Kromasil, Sjim, 100 A, 4.6 x 250 mm, A-LT.)- LTEDPLC a 6t6 r6aHsee sur un 
appareillage comprenant une pompe Peridn-Ehner series 200 LC connectfe & un 
d^tecteur Peddn-Ehncr 785A. Le chromatogramme en absorption est enregistr6 4 220 
nm. La s^aratiooa est r6alis6e, k un dfebit de 0,8 ml/min selon le gradient suivant : 
20 Solvant A = eau/acide trijluoroacfitique 0,1%; solvant B = acfitonitrile/eau/ acide 
Irifluoroac6tique 0,07%. Aprte un lavage de 5 min avec 20% de solvant B, Mntion 
est r6alis6e par un gradient de 20 de 40% de solvant B en 1 0 min puis de 40 i 5 5% de 
solvant Ben 20 min. 

La jtaction correspondant au pic i 23 min s'6tant r6v616e active centre 
25 Listeria ivanavii BUG 496 a 6te analysee en spectrometrie de masse en ionisation 
"ionspra/\ La molecule apparait pure i au moins 95% et possfede ime masse 
mol6culairc de 3834,32 ± 0,31 Da, La quantite de Sakacine G ainsi purifi6e a et6 
estimfe a 120 ^ig a paitir de 100 ml de culture. Le rendement de puiillcatiun a ote 
esthn6 a 55% d*activit6 retrouv6e. Une partie de la sequence primaire de la Sakacine 
30 G a 6t6 d6termin6e par micros^quenpage et deux oligoxiud6otidcs d6g6u6r6a ont 6t6 
etablis a partir de cette sequence. 
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EXEMPLD2: 

Clonage du locus gea6tique iiXKptiqud dans la production de la sakacme G 

Par genetique inverse, deux oligonucleotides degen&6s SakGOl (5* 
5 AARTATTATGGNAAYGGNGT 3') (SEQ ID ISPIO) et 5?akG02S (5* 
ACATGATGNCCNCCRTTNGC 3') (SEQ ID N^U) ont 6te choisis afin amplifier 
le fragment d' ADN correspondant an gtee de structure de la sakacine G mature (SEQ 
ID WIS) par r6action de polymerisation en chatoe (PGR). Uamplifiat ainsi obtenu, 
d'une taille approximative de 100 pb a 6te clone dans le plasmide pGEM-T pour 
10 former le plasmide pJMBYCOl. Le fragment de restriction PvuU de 560 pb issu de 
pJMBYCOl, incluant le fragment ins6r6, a servi de sonde dTiybridation, lors dW 
transfert de type Southern^ pour localiser le gkie de stractore sur le genome de 
LactobaaJlus sakei 2512. A paitix d'un extrait plasmidique de Lb. sakei 2512 dig6c6 
par les enzymes de restriction HindSl et EcoIH, la sonde a r6v616 des fragments de 
15 tailles respectives tfenviron 2,1 et 9 kpb. Le fragment HindHl de 2,1 Ipb a &h puiifi6 
puis ins&e dans le vecteur pZER02 pour dormer le plasmide p]MBYC02. La 
pr&ence du g&ne de structure de la^akacioe G dans pJMBYC02 a 6i& dSmontr^e par 
amplification PGR avec les amorces SakGOl et SakG(K puis par s6quen5age 
nucltotidique du fragment ins6r6 dans pJMBYCQ2. Une straiegie voisine a et6 

2 0 utilis6e afin de determiner la sequence compile da g^e skgD. L'extrait plasmidique 

de Lb. saf^ 25 12 a ^ dig^6 par Xbal. Le produit de digestion a 6t6 ins6r6 dans le 
plasmide pBluescript SK+. Les clones porteurs de la sequence d'int6rgt ont && 
t6v616s au moyen d'une sonde radioactive pr6paree par PGR realisfe sur le plasmide 
pJMBYC02 k raide des oligonucleotides SakG03 (5* CCTTGGTCAGGCTATCG 
25 3') (SEQ ID et SakG04 (5' ATCACCTTTTTGAATTACCC 3') (SEQ ID 
N°17). 

L'analyse de la sequence nucl6otidique complete de la region (3051 pb) a 
r6v6i6 1'existeace de trois cadres ouverts de lecture complets skgdl el skgA2 ct skgDc 
et d'un tn)nqu6, skgl. Les ghnss supposes skgAl skgA2 et skgl sont orientfes en sens 

3 0 Inverse par rapport k skgD, 
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Oiacun des cadres oizverts de lecture est pr6c6d6 d\m site potentiel de 
fixation des ribosomes. Les g6iies sli^l et s1^A2 codent tous les deux des prot^ines 
de 55 r6sidus d'acides amines dont les sequences 19-55 sont totalemeat identiques. 
La sequence 19-52 correspond k la s6qxience de la sakacine G obtenue par 
5 microsequenfage. La presence de 4 r6sidus cysteine en positions 9, 14 et 24 ct C- 
tenninale est k noter, De plus, la masse moleculaire calculee de ce peptide, de 3838,2 
Da qui diSfere de la masse mul6v;ulaifc mcsuiic (3834^2 Da) dc 4 Da montrc la 
presence de deux ponts disulfures sur la sakacine G, comme cela a d6ji 6t6 demontr6 
pour d'autrcs bact6iiociiics BnU-Lzsteria. 

10 Les sequences 1-18 des prot^ines SkgAl et SkgA2 ne dUaferent que de 3 

r^siduo ©t pr^aenteEQt de fortes homologies avec les peptides "leader*' des 
bact6riocines de classe II, qui sont impliqudes dans le transport de ces peptides par 
des ABC-transporteurs specifiqiifis. Rn parHnnlier le motif GG tmuinal est 
caract&istique de ces sequences leader et constitue le site de maturation de ces 

15 bacteriocines. La con^araison des s6q[ueiices nucl6otidiques des genes shgAI et 
skgA2 montre ^galement une identity de sequence de plus de 95% pour la partie des 
g^nes codant la bact6riocizie maturer 

Le cadre de lecture ouvert incomplet appele skgl code une protSine de 52 
r6sidus. La comparaison de cette sequence avec celles des banques de donn6es 

20 montre de fortes homologies de Skgl avec les prot6ines dites d'immimitS LccI et 
MesL ^implication de MesI dans la protection vis 4 vis de la meseotdridne Y105 a 
&t€ dSmontrie* On peut snpposer que ^Agf code la prot^e d'immumtS k la sakacine 
G. 

Le decoier gtee shgDc code ime proteine de 727 acides amines. D*^res les banqu^ 
25 de doim6es, SkgDc est tr^ homologue de prot^es de la famille des ABC- 
transporteurs et phis particuli^ement des transpotteurs de la pddiodne FA-1 : BedD 
ou CMarugg et al., 1992; Appl Environ Microbiol 58, 2360-7; Motlagji et al., 
1994, Lett Appl Microbiol 18, 305-12),de la sakacine P : SppT (Huhne et al., 1996, 
Microbiology 142, 1437-48), de la sakacine A : SapT (Axelsson and Hoick, 1995, J 
30 Bacteriol 177, 2125-37) et de la m&entiricine Y105: MesD (FremaiDC et al., 1995, 
Microbiology 14 J, 1637-45)* 
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EXEMPLE 3 ; 
Spectre d'inhibition. 

La sensibility k la Salcacine G de 17 souches bact&iennes a 6t6 test6e par la 
m6thode de test en puits (cf Materiels et Mfifhodes). Les r6sultats sont pr6seat6s dans 
5 le tableau 1 ci-aprfes : . 

TABLEAU 1 





Rayon deshalos 
a uiDiDitiQa (nnnj 


La laclLs ATCCl 1454 


0 


Ln, Parcanesenteroides DSM 20288 


0 


Ln, Mosentaroid&s DSM 20484 


0 


Ln, Mesenteroides DSM 20240 


0 


Lb. Delbrueddi DSM 20081 


0 


Lb, Plantarum DSM 20174 


0 


Z64w£j DSM 20054 


0 


ii.cfljex DSM 20011 


0 


Lb^sakeAlSlS 


1 


P. acidilactici ENSAIA 583 


0 


P. cerevisiaelP 5492 


1 


Kfaecium ENSAIA 631 


. 0 


KfaecalisW 


2 


E, faecalis ENSAIA 636 


1 


K duransm^MAm 


2 


L. inocua 8811 


3 


L ivanoviBUG496 


6 



Le spectre d'inhibition de cette bact&iocine a^^parait connne assez 6troit et 
10 lixmt6 aux souches de Lactohacillm anhd et Pedioaoccus cerevisiae pour les 
bactdries lactiques. Ce peptide appanfit, comme les autres bactfiriocines de classe Ha, 
actif contTft tontes les souches de Listeria test6es. ainsi que contce les Enterococcus 
faecalis et durans mais pas contre Enterococcus faecium. 
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REVENDICAHQWS 

I. Polypeptide isol6, caract£ris6 en oe qu'il s'agit d*me bact&iocine, 
d^onunde Sakacine G, issue de Laaobacillus sakei 25 12. 

5 2. Polypcplidc isvl6 aclon la lovcndicaLiou 1, (»ira(;tthk6 ca ce qu*il 2i»^a^t 

d'uae bact^ocine de classe Ila. 

3. Polypeptide isole, caracterise en ce qu*il comprend la sequence ID N*^ 2 
et/ou la sequence ID K° 4. 

10 

4. Polypeptide isole, caracterise ea ce qu'il comprend la sequence ID N°l!?-. 

5. Acide nucleique comprenant une s6queiice micleotidique oodant un 
polypq>tide selon I'uae des revendications 1 & 4. 

15 

6. Acide nucldique selon la revendication S» compr^iant la sequence ID N^l 
et/ou la sequence ID N**3. 

7. Acide nucllique selon la revendication 5 ou 6, comprenant la sequence 
20 d'acide nuclfique SEQ ID WIS. 

8. Adde nucl&que selon la revendication S ou 6, comprenant la s6quence 
d'acide nucl6ique SEQ ID W9, 

25 9. Polypeptide isoW, caract6ris6 ©a ce qu*il comprend la sequence ID N**6. 

10. Polypeptide isoI6» caract6ris6 en ce qu'il conqiraid la s6quence ID N°8. 

II. Polypeptide isole^ caract6ris6 en ce qu^il comprend la sequence ID N°I4. 

30 

12. Acide nucleique comprenant la s6quence ID N^S. 



wo 01/92533 



18 



PCT/raOl/01642 



13. Ajcide xiucMique coinprenant la s^queaace ID 

14. Acide nucl6ique comprenant la s&juence ID N^13. 

5 

15. Vecteur de clanage et/ou d'expresdon comprenant un acide nucl^ique 
selon Trnie des revezuHcatioiis 5 & 8, 12 ou 14. 

16. Cellule li6te traosfonn^e par m vecteur selon la xevendzcation 15. 

10 

17. Cellule h6te selon la tevendication 16, caract&is^ en ce qu'il s'agit 
d'un niicroorgaxdsme choid patxni les Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, 
Strepiococcus, Pediococcus, Escherichia ou d'une levure. 

15 18. Proc6d6 de production d'un polypeptide recombinant dans lequel un 

vecteur comprenant un acide nucl6ique selon Tune des revendications 5 ^ 8 et 12 ou 
14 est transfers dans une cellule *.b.6t6 qui est mise en culture des conditions 
pennettant I'expression d'un polypeptide selon Tune des revendications 1 i 4 et 9 i 
1 1 ou d'un polypeptide cod6 par une s6quence d'adde nucl6ique telle que d6finie' 

20 dans Tune des revendications S a 8 et 12 ou 14. 

19. Utilisation d'un polypeptide selon I'une quelconque des revendications 1 
k 4 coDome agent actif centre des flores pathog^es ou ind6sirables dans la 
pr6paration de produits alimentaires. 

25 

20. Utilibiitiozi sclvu la icvcaudicittiun 19, caract6ris6e en ce que ledit 
polypeptide est mis en oeuvre pour inhiber la croissance et la propagation de Listeria^ 
plua porticxilidromcnt dc Listeria monocytogeju^, dans Ics produits alimentaires. 
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21. Utilisation sdon la revendication 19 ou 20, caract6ris6e en ce que ledit 
polypeptide est pxodnit dans le produit alimentaire k partir de la soudxe Lactobacillus 
l^dcei 2512. 

22. Utilisation de la souche Lactobacillus Sakei 2512 dans dcs produits 
alimetufcaires pour y ptoduiie m polypq)tide bact6riocine selon I'me des 
rcvciulicatiuns 1 a 4. 

23. Composition bacteriocine caracteriB^e en ce qu'elle comprend au moins 
un polypeptide selon Tune cpielconque des revendications 1 i 4 ou la souclie de 
Lactobacillus Sakei 25 12. 
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LXSTE OE SSQUEKCBS 

<110> RHODXA CHIMI5 

<120> BACTERXOCISrS AHTI -LISTERIA 

<130> 

<140> 
<141> 



<ieo> 17 

<170> Patentin Ver. 2.1 

<210> X 

<2ia> 155 
<212> MSS 

<213> Lactobacillus sake ' 

<220> 

<221> CDS 

<222> (20) . . (187) 

<400> 1 

ttaacaggag gtattcaaa atg aag aat aca cgt age tta acg ate caa gaa 52 
MP»h Ttya a en Thr Aarg Sar *rhx Il« Ola Glu 

15 10 

at a aaa tec ate aca ggt ggt aaa tac tat ggt aat ggt gtt age tgt 100 
lie Lya Ser He Thr Gly Qly Lys Tyr Tyr Gly Asn Gly Val Ser Cys 
15 20 25 

aac tct cat ggt tgt tea gta aat tgg ggg caa gca tgg act tgt ggg 148 
Asn Ser His Gly Cys Ser Val Asn Tip Gly Gin Ala Tzp Thr Cys Gly 
30 35 40 

gta aat cat eta get aat ggc ggt cat ggg gtt tgt taa ttatttaaa 196 
Val Asn His Leu Ala Asn Gly Gly His Gly Val Cys 
45 50 55 



<210> 2 
<211> 55" 
<212> PRT 

<213> I*sictbbac!lllus ssJcft 
<400> 2 

Met Lys Asn Thr Arg Ser Leu Thr He Gin Qlu lie Lys Ser He Thr 

IS 10 13 

Gly Gly Lys Tyr Tyr Gly Asn Gly Val Ser Cys Asn Ser His Gly Cys 
20 25 30 

Ser Val Asn Trp Gly Gin Ala Trp Thr Cys Gly Val Asn His Leu Ala 
35 40 45 

Asn Gly Gly His Gly Val Cys 
50 55 



1 
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<210> 3 
<2*11> 196 
<212> ADN 

<213> Lactobacillus sake 

<220> 

<221> CDS 

<222> (20) (187) 

<400> 3 

taatttggag atgttcttt atg aaa aac gca aaa age eta aca att caa gaa 52 

Met Lys Asn Ala Lys Ser Leu Oi^hr lie Gin Glu 
1.5 10 

atg aaa tct att aca ggt ggt aaa tac tat ggt aat ggc gtt age tgt 100 
Met Lys Ser lie Thr Gly Gly Lys Tyc Tyr Gly Asn Gly Val Ser Cys 
15 20 25 

aac tct cac ggc tgt tea gta aat tgg ggg caa gca tgg act tgt gga 148 
Asn Ser His Gly Cys Ser Val Asn Trp Gly Gin Ala Trp Thr Cys Gly 
30 35 40 

gta aac cat eta get aat ggc ggt cat gga gtt tgt taa ttaccagat 196 
Val. Asn Hl» Leu Ala Asn Gly Gly His Gly Val Cys 
45 50 55 



<210> 4 
<211> 55 
<212> PRT 

<213> Lactobacillus sake 
<400> 4 

Met Lys Asn Ala Lys Ser Leu Thr lie Gin Glu Met Lys Ser lie Thr 
15 10 15 

Gly aly Lys Xyx Tyt Gly A»ii Gly Vctl Sex* Cys Asn Ser His Gly Cys 
20 25 30 

Ser Val Asn Trp Gly Gin Ala Trp Thr Cys Gly Val Asn His Leu Ala 
35 40 45 

Asn Gly Gly His Gly Val Cys 
50 55 



<210> 5 
<21X> 181 
<212> ADH 

<213> Lactobacillus sake 

<220> 

<221> CDS 

<222> (24) (179) 

<400> 5 

ttaaaaaagg agacgtgatt aaa atg gca aac aaa gae aat att aaa act gaa 53 

Met Ala Asn Lys Asp Asn He Lys Thr Glu 
15 10 
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tct aaa aac aac ate gaa get etc ttg cac tta eta gaa aag cgt cct 101 
Ser Lys Asn Asn He Glu Ala Leu Leu His Leu Leu Glu Lys Arg Pro 

15 20 25 

gta aaa tec agt gaa tta etc gat att att gac gtt ctt tec caa gtt 149 
Val Lys Ser Ser Glu Leu Leu Asp He He Asp Val Leu Ser Gin Val 

30 36 40 

tat age aaa att gat ata get aag aat ccc ga 181 
Tyr Ser Lys He Asp He Ala Lya Asn Pro 

45 50 



<210> 6 
<211> 52 
<212> PRT 

<213> Lactobacillus sake 
<400> 6 

Met Ala Asa Lys Asp Asn He Lys Thr Glu Ser Lys Asn Asn He Glu 
15 10 15 

Ala Leu Leu His Leu Leu Glu Lys Arg Pro Val Lys Ser Ser Glu Leu 
20 25 30 

Leu Asp lie lie Aap Val I#ou Soar Gin Vol Tyz- Ocar l«yo Ilo Aop Ilo 
35 40 45 

Ala Lys Asn Pro 
50 



<210> 7 
<211> 1203 • 
<212> ADISr 

<213> Lactobacillus sake 

<220> 
<221> CDS 

^7Vi7-> (20) - . (1.201) 

<400> 7 

aaattaggag acttatata ttg ttt aat ctg ttg aga tac aaa aaa tta tat 52 
X<cu The Aon Leu Leu Airg Tyr l»yo Lya Leu Tysr 
15 10 

tgt tea caa gtg gat gaa gat gat tgt gga ate gea get ttg aat atg 100 
cys ser uln val Asp uiu Asp Asp cys Gly He Ala Ala iieu Asn wet 
15 20 25 

att ttt aaa aat ttt ggt tee gaa tat tea eta tea aaa ttg cga ttc 148 
He Phe Lys Asn Ptie Gly Ser Glu Tyr Ser Leu Ser Lys Leu Arg Phe 
30 35 40 

tta gca aaa acc agt caa caa ggg act act att ttt gqa ctg ata aag 196 
Leu Ala Lys Thr Ser Gin Gin Gly Tlir Thr He Phe Gly Leu He Lys 
45 50 55 

get gca cjaQ gaa eta aat tt». gaa gcg aat rjca tta caa got. gah at.g 244 
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Ala Ala Qlu Glu Leu Asn Leu Glu Ala Asn Ala Leu Gin Ala Asp Met 
BO €S 70 75 

ggc ate ttt aaa gat gaa aat tta atg eta cca ate att gca cat gtt 292 
Gly He Phe Lys Asp Glu Asn Leu Met Leu Pro lie Zle Ala His Val 
80 85 90 

tta aag caa gga aaa gtt ctg cat tac tac gtt gta ttt gat gtt teg 340 
Leu Lys Gin Gly Lys Val Leu His Tyr Tyr Val Val Phe Asp Val Ser 
95 100 105 

aaa gac ttt tta att att ggt gac cca gac cca aca ata gga att acg 388 
Lys Asp Phe Leu He He Gly Asp Pro Asp Pro Thr He Gly He Thr 
110 115 120 

gaa ate tec aaa aag gat ttt gaa aat gaa tgg acg ggt aat ttc ata 436 
Glu He Ser Lys Lys Asp Phe Glu Asn Glu Trp Thr Gly Asn Phe He 
12S 130 135 

aca ttt tea aaa gga aag aac ttt gtt tea gag aag cag aga aat aae 484 
Thr Phe Ser Lys Gly Lys Asn Phe Val Ser Qlu Lys Gin Arg Asn Asn 
140 145 150 155 

agt tta cte aag ttt att cet att ttg aga cag caa aaa tec eta ata 532 
Ser Leu Leu Lys Phe He Pro He Leu Arg Gin Gin Lys Ser Leu He 
160 165 170 

ttc tgg ata get ttc gee gca ata eta ttg atg ata att agt att gca 580 
Phe Trp He Ala Phe Ala Ala He Leu Leu Met He He Ser He Ala 
175 180 185 

gga tea ctt ttt tta gaa caa ctt gta gat ata tat ata cca cac aaa 628 
Gly Ser Leu Phe Leu Glu Gin Leu Val Asp He Tyr He Pro His Lys 
190 195 200 

aat atg gat aca ttg ggg att ate teg att tgc tta att gga gee tat 676 
Asn Met Asp Thr Leu Gly He He Ser He Cys Leu He Gly Ala Tyr 

203 210 215 

ctt tta cag gee gta atg acg tat ttt cag aat ttt tta eta act ata 724 ' 
Leu Leu Gin Ala Val Met Thr Tyr Phe Gin Asn Phe Leu Leu Thr He 
220 225 230 235 

ttt gga caa aat ett tct aga aaa att att tta aat tat att aat cac 772 
Phe Gly Gin Asn Leu Ser Arg Lys He He Leu Asn Tyr lie Aan His 
240 245 250 

ett ttt gaa tta ccc atg tet ttc ttc tea aca cgt aga gtt gge gaa 820 
Leu Phe Glu Leu Pro Met Ser Phe Phe Ser Thr Arg Arg Val Gly Glu 
255 260 265 

ata gte tct egg ttt aca gat gca age aag att ata gat get ttg gca 868 
Ha Val Ser Arg rho Thr Aop Ala Bcr Lyo He Xlo A»p Ala I/cu Ala 
270 275 280 

agt acg att ttg act etc ttt tta gat gtt tgg atg ttg gtt aca ate 916 
Set ThL' He Ltsu Xhx Leu Plie lieu Asp Val Trp Met Jjeu Val Thr He 
285 290 295 

tea ate gtt etc gta ttt tta aat aca aag tta ttt atg att tct ctg 964 
Ser He Val Leu Val Phe Leu Asn Thr Lys Leu Phe Met lie Ser Leu 
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30U 305 310 3X5 

gta tct ata ccg gtg tac tea gtt ata att tat gcg ttt aaa aat aca 1012 
Val Ser He Pro Val Tyr Ser Val He lie Tyr Ala Phe Lys Asn Thr 
320 325 330 

ttt aat ggc ctg aac cat aaa tea atg gaa aat gca gca tta ttg aat 1060 
Phe Asn Gly Leu Asn His Lys Ser Met Glu Asn Ala Ala Leu Leu Asn 
335 340 345 

tct gca ata ate gaa aac gta act ggc ata gaa act gta aaa tea tta 1108 
Ser Ala He He Olu Asn Val Thr Oly lie Olu 'Ehr Val Lys Ser Leu 
350 355 360 

act tea gaa gaa ttt tec tac aat caa ate act gat aga tte gaa aat 1156 
Thx Ser Qlu Qlu Phc Ser Tyr Aan Qln He Thr Aap Arg Pbe Glu Aan 
365 370 375 

ttt ctt aac agt tec tta egg tat acg ata get gac caa gga cag ca 1203 
PJae Leu Asn Ser ser Leu Arg lyr Tbr ile Ala Asp Gin Gly Gin 
380 385 390 



<210> 8 
<211> 394 
<212> PRT 

<213> Lactobacillus sake 
<400> 8 

Leu Phe Asn Leu Leu Arg Tyr Lys Lys Leu Tyr Cys Ser Gin Val Asp 
1 5 10 15 

Glu Asp Asp Cys Gly lie Ala Ala Ijeu Asn Met lie Phe Lys Asn Phe 
20 25 30 

Gly Ser Glu Tyr Ser Leu Ser Lys Leu Arg Phe Leu Ala Lys Thr Ser 
35 40 45 

Gin Gin Gly Thr Thr He Phe Gly Leu He Lys Ala Ala Glu Glu Leu 
50 55 60 

Asn Leu Glu Ala Asn. Ala Leu Gin Ala Asp Met Gly He Phe Lys Asp 
65 70 75 80 

Glu Asn Leu Met Leu Pro He He Ala His Val Leu Lys Gin Gly Lys 
85 90 95 

Val Leu His Tyr Tyr Val Val Phe Asp Val Ser Lys Asp Phe Leu He 
100 105 110 

He Gly Asp Pro Asp Pro Thr lie Gly Ile Thr Glu Ile Ser Lys Lys 
115 120 125 

Asp Phe Glu Asn Glu Trp Thr Gly Abu Plie Ile Thr Phe Ser Lys Gly 
130 135 140 

Lys Asn Phe Val Ser Glu Lys Gin Arg Asn Asn Ser Leu Leu Lys Phe 

145 ISO 15S 160 

He Pro He Leu Arg Gin Gin Lys Ser Leu Ile Phe Trp Ile Ala Phe 
165 170 175 
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Ala Ala lie Leu Leu Met He He Ser He Ala Qly Ser Leu Phe Leu 
180 ' 185 190 

Glu Gin Leu Val Asp He Tyr He Pro His Lya Aau Met Asp Thr Leu 
195 200 205 

Qly XI t3 xie Stsx: lies Cy» Leu He Gly Ala Tyr Leu Leu Gin Ala Val 
210 215 220 

Met Thr Tyr Phe Gin Asn Phe Leu Leu Thr He Fhe Gly Gin Asn Leu 
225 230 235 240 

Ser Arg Lys He He Leu Asn Tyr He Asn His Leu Phe Glu Leu Pro 
245 250 255 

Met Ser Phe Phe Ser Thr Arg Arg Val Gly Glu He Val Ser Arg Phe 
260 265 270 

thr Asp Ala Ser Lys He He Asp Ala Leu Ala Ser Thr He Leu Thr 
275 280 285 

Lau PliQ X«ou Asp Val Trp Met Lau Val Thr lie Scr He Val Leu Val 
290 295 300 

Phe Leu Asn Thr Lys Leu Phe Met He Ser Leu Val Ser He Pro Val 

303 310 313 320 

Tyr Ser Val He He Tyr Ala Phe Lys Asn Thr Phe Asn Gly Leu Asn 
325 330 335 

His Lys Ser Met Glu Asn Ala Ala Leu Leu Asn Ser Ala He He Glu 
340 345 350 

Asn Val Thr Gly He Glu Thr Val Lys Ser Leu Thr Ser Glu Glu Phe 
355 360 365 

Ser Tyr Asn Gin Tie Thr Asp Arg Phe Glu Asn Phe T.eii Afsn Ser Ser 
370 375 380 

Leu Arg Tyr Thr He Ala Asp Gin Gly Gin 

385 390 



«:210;» 9 
<211> 2042 
<212> ADN 

<213> Lactobacillus sake 
<400> 9 

agcttcggga ttcttagcta tatcaatttt gctataaact tgggaaagaa cgtcaabaat 60 
atcgagtaat tcactggatt ttacaggacg cttttctagt aagtgcaaga gagcttcgat 120 
gttgttttta gattcagttt taatattgtc tttgtttgcc attttaatca cgtctccttt 180 
tttatagtaa taaaaaaaac acaattaaat tagtgctttt ttatctggta attaacaaac 240 
tccatgaccg ccattagcta gatggtttac tccacaagtc catgcttgcc cccaatttac 300 
tgaacagccg tgagagttac agctaacgcc attaccatag hatthAnnar: ntgtaataga 360 
tttcatttct tgaattgtta ggctttttgc gtttttcata aagaacatct ccaaattata 420 
ttttttagtg attcttgaag ttctgttgta acgcagaatt ttggaagaat gagtacttgt 480 
tagaaatttg ccgatttaaa taattaacaa accccatgac cgccattagc tagatgattt 540 
aoooaaoaag taoatgottg ccoooaattt aotgaacaac eatgacra^tt: aoagotaaoa 600 
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ccattaccat agcacttacc acctgtgatg 
gtattcttca ttttgaatac ctcctgttaa 
tgtgaaattg tgtcaagttt agcaaatata 
ttcgacttga ctataacggt ataatactgg 
aattaggaga cttatatatt gtttaatctg 
gtggatgaag atgattgtgg aatcgcagct 
gaatattcac tatcaaaatt gcgattctta 
tttgqactga taaaggctgc agagqaacta 
atgggcatct ttaaagatga aaatttaatg 
ggaaaagttc tgcattacta cgttgtattt 
gacccagacc caacaatagg aattacggaa 
aogggtaatt tcataacatt fctcaaaagga 
aacagtttac tcaagtttat tcctattttg 
gctttcgccg caatactatt gatgataatt 
cttgtagata tatatatacc acacaaaaat 
tfcaattgcfag cctatchttt aca^gcc^ta 

atatttggac aaaatctttc tagaaaaatt 
ttacccatgt ctttcttctc aacacgtaga 
gcaagcaaga ttatagatgc tttggcaagfc 
atgttggtta caatctcaat cgcccccgta 
ctggtatcta taccggtgta ctcagttata 
ctgaaccata aatcaatgga aaatgcagca 
actggcatag aaactgtaaa atcattaact 
gatagattcg aaaattttct taacagttcc 
ca 



gattttattt cttggatcgt taagctacgt 6S0 
ataattttta cacgatcagt gtagttctaa 720 
tattttaggc atggaaaaac ttgcttttaa 780 
tattactata tttgtttagc ttcacaaaaa 840 
ttgagataca aaaaattata ttgttcacaa 900 
ttgaatatga tttttaaaaa ttttggttcc 960 
gcaaaaacca gtcaacaagg gactactatt 1020 
aatttagaag cgaatgcatt acaagntgat l.nRO 
ctaccaatca ttgcacatgt tttaaagcaa 1140 
gatgtttcga aagacttttt aattattggt 1200 
atctccaaaa aggattttga aaatgaatgg 12 SO 

aagaacfctfcg tttcagagaa gaagagaaat 1320 
agacagcaaa aatccctaat attctggata 1380 
agtattgcag gatcactttt tttagaacaa 1420 
atggatacat tggggattat ctcgatttgc 1500 
atgaui^LaUt; ttcagaattt cttaccaacc 
attttaaatt atattaatca cctttttgaa 1620 
gttggcgaaa tagtctctcg gtttacagat 1680 
acgattttga ctctcttttt agatgtttgg 1740 
tttttaaata caaagttatt tatgatttct 1800 
atttatgcgt ttaaaaatac atttaatggc 1860 
ttattgaatt ctgcaataat cgaaaacgta 1920 
tcagaagaat tttcctacaa tcaaatcact 1980 
ttacggtata cgatagctga ccaaggacag 2040 

2042 



<210> 10 
<211> 20 
<212> ADN 

<:213> Lactobacillus sake 
<400> 10 

aartattatg gnaayggngt 20 



<210> 11 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Lactobacillus sake 
<400> 11 

acatgatgnc cnccrttngc 20 



<210> 12 
<211> 37 
<212> PRT 

<213> Lactobacillus sake 

<400> 12 

Lys Tyr Tyr Gly Asn Gly Val Ser Cys Asn Ser His Gly Cys Ser Val 
15 10 15 

Asn Trp Gly Gin Ala Trp Thr Cys Gly Val Asn His Leu Ala Asn Gly 
20 25 30 

GXy His Gly Vai Cys 
35 
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<210> 13 
<211> 2214 

<2i2> mm 

<2X3> Ifiictobaclllus sake 

<220> 

<221> CDS 

<222> (20) «. (2200) 

<400> 13 

aaattaggag acttatata ttg ttt aat ctg ttg aga tac aaa aaa tta tat 52 
Zieu Phe Afin Leu Xteu Arg Tyx Lys L/s Leu Tyr 
15 10 

tgt tea caa gtg gat gaa gat gat tgt gga ate a^a get ttg aat atg 100 
Cys Ser Qln Val Asp Glu Asp Asp Cys Gly He Ala Ala Leu Asn Net 
15 20 25 

att ttt aaa aat ttt ggt tec gaa tat tea eta tea aaa ttg cga tte 146 
He Phe Lys Asn Phe Gly Ser Glu Tyr Ser Leu Ser Lys Leu Arg Phe 
30 35 40 

LUix gutt <*aci acc: agt caa c«ui ggcj act act aCC CUr gga ccg ata aag 196 
Leu Ala Lys Thr Ser Gin Gin Gly Thr Thr He Phe Gly Leu He Lys 
45 50 55 

get gca gag gaa eta aat tta gaa gcg aat gca tta caa get gat atg 244 
Ala Ala Glu Glu Leu Asn Leu Glu Ala Asn Ala Leu Gin Ala Asp Met 
60 65 70 75 

ggc ate ttt aaa gat gaa aat tta atg eta oca ate att gca cat gtt 292 
Gly He Phe Lys Asp Glu Asn Leu Met Leu Pro He He Ala His Val 
80 85 90 

tta aag caa gga aaa gtt ctg cat tac tac gtt gta ttt gat gtt teg 340 
Leu Lys Gin Gly Lys Val Leu His Tyr Tyr Val Val Phe Asp Val Ser 
95 100 105 

aaa gac ttt tta att att ggt gac cca gac cca aca ata gga att acg 388 
Lys Asp Phe Leu He He Gly Asp Pro Asp Pro Thr He Gly He Thr 
110 115 120 

gaa ate tec aaa aag gat ttt gaa aat gaa tgg acg ggt aat tte ata 436 
Glu He Ser Lys Lys Asp Phe Glu Asn Glu Trp Thr Gly Asn Phe He 
125 130 135 

aca ttt tea aaa gga aag aac ttt gtt tea gag aag cag aga aat aac 484 
Thr Phe Ser Lys Gly Lys Asn Phe Val Ser Glu Lys Gin Arg Asn Asn 
140 145 150 155 

agt tta etc aag ttt att cct att ttg aga cag caa aaa tec eta ata 532 
Ser Leu Leu Lys Phe He Pro He Leu Arg Gin Gin Lys Ser Leu He ' 

TfiO 165 170 

tte tgg ata get tte gee gca ata eta ttg atg ata att agt att gca 580 
Phe Trp He Ala Phe Ala Ala He Leu Leu Met He He Ser He Ala 

175 180 lOS 

gga tea ctt ttt tta gaa caa ctt gta gat ata tat ata eca eac aaa 628 
Gly Ser Leu Phe Leu Glu Gin Leu Val Asp He Tyr He Pro His Lys 

190 195 200 
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aat atg gat aca ttg ggg att ate teg att tgc tta att gga gcc tat 676 

Asn Met Asp Tlur Leu Gly He He Ser He Cys Leu He Gly Ala Tyr 

205 210 215 

ctt tta cag gcc gta atg acg tat ttt cag aat ttt tta eta act ata 724 

Leu Leu Gin Ala Val Met Thr Tyr Phe Gin Asn Phe Leu Leu Thr He 

220 330 235 

ttt gga caa aat ctt tct aga aaa att att tta aat tat att aat cac 772 

Phe Gly Gin Asn Leu Ser Arg Lys He He Leu Asn Tyr He Asn His 

240 245 2t>0 



ctt ttt gaa tta ccc atg tct ttc ttc tea aca cgt aga gtt ggc gaa 
Leu Phe Glu Leu Pro Met Ser Phe Phe Ser Thr Arg Arg Val Gly Glu 

255 2&0 265 

ata gtc tct egg ttt aca gat gca age aag att ata gat get ttg gca 
He Val Ser Arg Phe Thr Asp Ala Ser Lys He He Asp Ala Leu Ala 
270 275 280 



820 



868 



agt acg att ttg act etc ttt tta gat gtt tgg atg ttg gtt aca ate 916 
Ser Thr He Leu Thr Leu Phe Leu Asp Val Trp Met Leu Val Thr He 
285 290 295 

tea ate gtt etc gta ttt tta aat aca aag tta ttt atg att tct ctg 964 
Ser He Val T.ft?i Val Ph#» Leu A«n Thx- Lye Lou The Met Xlct Qei: Leu 
300 305 310 315 

gta tct ata ccg gtg tac tea gtt ata att tat gcg ttt aaa aat aca 1012 
Val Ser He Pro Val Tyr Ser Val He He Tyr Ala Phe Lys Asn Thr 
320 325 330 

ttt aat ggc ctg aac cat aaa tea atg gaa aat gca gca tta ttg aat 1060 
Phe Asn Gly Leu Asn His Lys Ser Met Glu Asn Ala Ala Leu Leu Asn 
335 340 345 

tct gca ata ate gaa aac gta act ggc ata gaa act qta aaa tea tta 1108 
Ser Ala He He Glu Asn Val Thr Gly He Glu Thr Val Lys Ser Leu 
350 355 360 

act tea gaa gaa ttt tec tac aat caa ate act gat aga ttc gaa aat use 
Thr Ser Glu Glu Phe Ser Tyr Asn Gin He Thr Asp Arg Phe Glu Asn 
365 370 375 

ttt eth asc agt tee tta egg tat aog ata get gac caa, gga cag caa 1204 

Phe Leu Asn Ser Ser Leu Arg Tyr Thr He Ala Asp Gin Gly Gin Gin 
380 385 390 395 

got tta aaa gtg ggt ttg aag eta att uLt ata gtC ttt atc tta tgg 1252 

Ala Leu Lys Val Gly Leu Lys Leu He Leu He Val Phe He Leu Trp 
400 405 410 

get gga gca atc caa gtt atg agg ggg aat etc aca gtc gga aga tta 1300 
Ala Gly Ala He Gin Val Met A2:g Gly Asn Leu Thr Val Gly Arg Leu 
415 420 425 

ttg get ttt aat get tta gta aca tac ttt tta aat ccc tta gag aat 1348 
Leu Ala Phe Asn Ala Leu Val Thr Tyr Phe Leu Asn Pro Leu Glu Asn 
430 43B 440 
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att att aat tta caa cca aag eta caa act gca aga gtc get aat att 1396 
He He Asn Leu Gin Pro Lys Leu Gin Thr Ala Arg Val Ala Asn He 
44S 450 455 

aga eta aat gaa gta tta tta gtg gat tct gag ttt aat agg ggg gga 1444 
Arg Leu Asn Qlu Val Leu Leu Val Asp Ser Glu Phe Asn Arg Gly Gly 
460 465 470 475 

cgc gac age tea aca aac tta aat ggg gat ate gta ttt caa gat gta 1492 
Arg Asp Ser Ser Thr Asn Leu Asn Gly Asp He Val Phe Gin Asp Val 
480 485 490 

gaa ttt agt tat ggt tac gga teg aac gta ttg cac aac ate aat ata 1540 
Glu Phe Ser Tyr Gly Tyr Gly Ser Asn Val Leu His Asn He Asn He 

500 SOE 

aaa ata caa aag aat agt agt aca acg att gtt ggt atg age ggt tct IS 8 8 
Lys He Gin Lys Asn Ser Ser TOir 'Thr He Val Gly Met Ser Gly Ser 

510 - 515 520 

ggg aaa tec aca tta gca aaa tta atg gtt ggt ttc tat csta gcc gga 1636 
Gly Lys ser Thr Leu Ala Lys Leu Met Val Gly Phe Tyr Gin Ala Gly 

325 530 535 

tea gga caa ata tta tta aat ggt aaa tta ate gat aac att gat cgt 1684 
Ser Gly Gin He Leu Leu Asn Gly Lys lieu He Asp Asn He Asp Arg 
540 545 550 555 

cat gcc ctg aga caa teg att acg tat gta cca cag gaa ccg gta atg 1732 
His Ala Leu Arg Gin Ser He Thr Tyr Val Pro Gin Glu Pro Val Met 
560 565 570 

ttc gca ggt aca att tta gaa aat ctt att atg cag aat aaa aga aat 1780 
Phe Ala Gly Thr He Leu Glu Asn Leu He Met Gin Asn Lys Arg Asn 
575 580 585 

tta tct att gat aaa gtg aaa gag gca tgt agg ata gcc gaa att gat 1828 
Leu eor Xlc Adp Lya Val Lya Clti Ala Cya Aarg lie Alct Glu Xle Asp 
590 595 600 

aaa gat ata gaa aat ttt cct atg ggg tat gat aca gat att tec gaa 1876 
liya Aap lie Glu Asn Plie Pro Met Qly Tyr Asp Thr Asp He Ser Glu 
605 610 615 

cat ggg agt tea ate tea gta ggt caa aaa caa aga ctt tct att gca 1924 
His Gly Ser Ser He Ser Val Gly Gin Lys Gin Arg Leu Ser He Ala 
620 625 630 635 

aga tea ctg ctg aca gag tct aat gtt tta ctg ttt gat gaa tea ace 1972 
Arg Ser Leu Leu Thr Qlu Ser Asn Val Leu Leu Phe Asp Qlu Ser Thr 
640 645 650 

agt agt ttg gsn artt att arh gag o^g cga ata att gaa aao ota ttg 2020 

Ser Ser Leu Asp Thr He Thr Glu Gin Arg He He Glu Asn Leu Leu 
655 660 665 

aat bta aat gac aaa aoa tta ata ttc gtt gca cat cga ttg tea gtt 2090 

Asn Leu Asn Asp Lys Thr Leu He Phe Val Ala His Arg Leu Ser Val 
670 675 680 
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get aag caa act gaa aat att ate gtt atg gat cac ggt gga att gtt 2116 
Ala Lys Gin thr Glu Asn lie lie Val Met Asp His Gly Gly He Val 
685 690 695 

gaa aca ggt teg cat gat aaa tta ata ttg gaa aat gga tat tat aaa 2164 
Glu Thr Gly Ser His Asp Lys Leu He Leu Glu Asn Gly Tyr Tyr Iiys 
700 705 710 715 

gaa tta tgt act gtg aag acg aag aaa aaa gaa ttt tagataaaac aaaa 2214 
Glu Leu Cys Thr Val Lys Thr Lys Lys Lys Glu Phe 
720 725 



<210> 14 
<211> 727 
*;212> PRT 

<213> lactobacillus sake 
<400> 14 

ijeu pne Asn Leu Leu Arg Tyr Lys Lys Leu Tyr Cys Ser Gin Val Asp 
1 5 ' 10 15 

Glu Asp Asp Cys Gly He Ala Ala Leu Asn Met lie Phe Lys Asn Phe 
20 25 30 

Gly Ser Glu Tyr Ser Leu Ser Lys Leu Arg Phe Leu Ala Lys Thr Ser 
35 40 dc; 

Gin Gin Gly Thr Thr He Phe Gly Leu He Lys Ala Ala Glu Glu Leu 
50 55 60 

Asn Leu Glu Ala Asn Ala Leu Gin Ala Asp Met Gly He Phe Lys Asp 
65 70 75 80 

Glu Asn Leu Met Leu Pro He He Ala His Val Leu Lys Gin Gly Lys 
85 90 95 

Val Leu His Tyr Tyr Val Val Phe Asp Val Ser Lys Asp Phe Leu He 
100 105 110 

He Gly Asp Pro Asp Pro Thr He Gly He Thr Glu He Ser Lys Lys 
lis 120 125 

Asp Phe Glu Asn Glu Trp Thr Gly Asn Phe He Thr Phe Ser Lys Gly 
130 135 140 

Lys Asn Phe Val Ser Glu Lys Gin Arg Asn Asn Ser Leu Leu Lys Phe 
145 150 155 160 

IIq Pro Ho Leia Arg Glix Gla Lyo Ser Lc-u lie phe Trp He Ala Phe 
165 170 175 

Ala Ala He Leu Leu Met He He Ser He Ala Gly Ser Leu Phe Leu 

180 185 190 

Glu Gin Leu Val Asp lie Tyr He Pro His Lys Asn Met Asp Thr Leu 
195 200 205 

Gly He He Ser He Cys Leu He Gly Ala Tyr Leu Leu Gin Ala Val 
210 215 220 
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Met Thr Tyr B>he Gin Asn Phe Leu Leu Thr lie Phe Gly Gin Asn Leu 
225 230 235 240 

Ser Arg Lyc 11© lie Leu Aon Tyx He Asn Hia Leu Phe Qlu lieu Pro 
245 250 255 

Met Ser Phe Phe Ser Ohr Arg Arg Val Qly Glu lie Val Ser Arg Phe 

260 265 270 

Thr Asp Ala Ser Lys He He Asp Ala Leu Ala Ser Thr He Leu Thr 
275 2B0- 285 

Leu Phe Leu Asp Val Trp Met Leu Val Thr He Ser He Val Leu Val 
290 295 300 

Phe Leu Asn Thr Lys Leu Phe Met He Ser Leu Val Ser He Pro Val 
305 310 315 320 

Tyr Ser Val He He Tyr Al:a Phe Ly» Asn Tfax Phe Asn Gly I.eu Aon 
325 330 335 

His Lys Ser Met Glu Asn Ala Ala Leu Leu Asn Ser Ala He He Glu 

340 345 350 

Asn Val Thr Gly He Glu Thr Val Lys Ser Leu Thr Ser Glu Glu Phe 
355 360 365 

Ser Tyr Asn Gin He Thr Asp Arg Phe Glu Asn Phe Leu Asn Ser Ser 
370 375 3B0 

Leu Arg Tyr Thr He Ala- Asp Gin Gly Gin Gin Ala Leu Lys Val Gly 
385 390 395 400 

Leu Lys Leu He Leu He Val Phe He Leu Trp Ala Gly Ala He Gin 
405 410 415 

Val Met Arg Gly Asn Leu Thr Val Gly Arg Leu Leu Ala Phe Asn Ala 

420 4Q5 430 

Leu Val Thr Tyr Phe Leu Asn Pro Leu Glu Asn He He Asn Leu Gin 
435 440 445 

Pro Lys Leu Gin Thr Ala Arg Val Ala Asn He Arg Leu Asn Glu Val 
450 455 460 

Leu i;cu Vial A»p Sejr Glu Pile Asn Arg Gly Gly Arg Asp Ser Ser Thr 
470 475 480 

Asn Leu Asn Gly Asp He Val Phe Gin Asp Val Qlu Phe Ser Tyr Gly 
485 490 495 

Tyr Gly ser Asn Val Leu His Asn He Asn He Lys He Gin Lys Asn 
500 505 510 

Ser Ser Thr Thr He Val Gly Met Ser Gly Ser Gly Lys Ser Thr Leu 
515 520 525 

Ala Lys Leu Met Val Gly Phe Tyr Gin Ala Gly Ser Gly Gin He Leu 
530 535 540 
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iicu Awu oly iiys lieu He A6p Asn £Ze Asp Arg His Ala Leu Arg Gin 
545 550 555 560 

Ser He Thr Tyr Val Pro 'Gin Glu Pro Val Met Phe Ala Gly 'Bix lie 
565 570 575 

lieu Glu Asn Leu He Met Gin Asn Lys Arg Asn Leu Ser He Asp Lys 

580 585 5?50 

Val Lys Glu Ala Cys Arg He Ala Glu He Asp Lys Asp He Glu Asn 
595 600 605 

Phe Pro Met Gly Tyr Asp Thr Asp He Ser Glu His Gly Ser Ser He 
610 615 620 

Sor Val Gly Qln. Lys Gin Arg Leu Ser He Ala Arg Ser Ueu LeU "lOir 
625 630 635 640 

Glu Ser Asn Val Leu Leu Plie Asp Glu Ser Thr Scr Ser Leu Asp Thr 

645 650 655 

He Thr Glu Gin Arg He He Glu Asn Leu Leu Asn Leu Asn Asp Lys 
660 665 670. 

Thr Leu He Phe Val Ala His Arg Leu Ser Val Ala Lys Gin Thr Glu 
675 680 . 685 

Asn He He Val Met Asp His Gly Gly He Val Glu Thr Gly Ser His 
690 695 700 

Asp Lys Leu He Leu Glu Asn Gly Tyr Tyr Lys Glu Leu Cys Thr Val 
705 7X0 715 720 

Lys Thr Lys Lys Lys Glu Phe 
725 



<210> Xb 
<211> 3055 
<212> ADH 

<213> lactobacillus sake 
<400> IS 

agcttcggga ttcttagcta tatcaatttt 
atcgagtaat tcactcfgatt ttacaggacg 
gttgttttta gattcagttt taatattgtc 
tttatagtaa taaaaaaaac acaattaaat 
tccatgaccg ccattagcta gatggtttac 
tgaaeagcccj tgacjacftfcae agotaacgoc 
tttcatttct tgaattgtta ggctttttgc 
ttttttagtg attcttgaag ttctgttgta 
tagaaatttg ccgatttaaa taattaacaa 
accccacaag tccatgcfctg cccccaciUUL 

ccafctaccat agtattfcacc acctgtgatg 
gtafctcttca ttttgaatac ctcctgttaa 
tgtgaaattg tgtcaagttt agcaaatata 
tccgacttga ctataacggt ataatactgg 
aattaggaga cttatatatt gtttaatctg 
gtggatgaag atgattgtgg aatcgcagct 
gaatattcac tatcaaaatt gcgattctta 



gctataaact tgggaaagaa cgtcaataat 60 
Cttttctagh aagtgc?Aaga garjctfcegat 120 
tttgtttgcc atfcttaatca cgtctccttt 180 
tagtgctttt ttatctggta attaacaaac 240 
tccacaagtc catgcttgcc cccaatttac 300 
attaccatag tatttaccac ctgtewitaga 360 
gtttttcata aagaacatct ccaaattata 420 
acgcagaatt ttggaagaat gagtacttgt 480 
accccatgac cgccattagc tagatgattt 540 
actgaacaac cacgagagcc acagctaaca 600 
gattttattt cttggatcgt taagctacgt 660 
ataattttta cacgatcagt gtagttctaa 720 
tattttaggc atggaaaaac ttgcttttaa 780 
tattactata tttgtttagc ttcacaaaaa 840 
ttgagataca aaaaattata ttgttcacaa 900 • 
ttgaatatga tttttaaaaa ttttggttcc 960 
gcaaaaacca gtcaacaagg gactactatt 1020 
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tttggactga taaaggctgc agaggaacta 
atgggcatct ttaaagatga aaatttaatg 
ggaaaagttc tgcattacta cgttgtattt 

9&ccca/gacc caaccteLbagei aal:b«LOg3eLa. 

acSfSTSrtaatt tcataacatt ttcaaaagga 
aacagtttac tcaagtttat tcctattttg 
gctttcgccg caatactatt gatgataatt 
ctcgcagaca ratatacacc acacaaaaat 
ttaattggag cctatctttt acaggccgta 
atatttggac aaaatctttc tagaaaaatt 
ttacccatgt ctttcttctc aacacgtaga 
gcaagcaaga ttatagatgc tttggcaagt 
atgttggtta caatctca^t cgttctcgta 
ctggtatcta taccggtgta ctcagttata 
ctgaaccata aatcaatgga aaatgcagca 
actggcatag aaactgtaaa atcattaact 
gatagattcg aaaattttct taacagttcc 
caagctttaa aagtgggttt gaagctaatt 
ahricaagfcta tgagggggaa. tnticaraghe 
acatactttt taaatccctt agagaatatt 
agagtcgcta atattagact aaatgaagta 
ggacgcgaca gctcaacaaa cttaaatggg 
batggbtacg 3abc0aacgt afcbgcacaao 
acaacgattg ttggtatgag cggttctggg 
ttctatcaag ccggatcagg acaaatatta 
cgtcatgccc tgagacaatc gattacgtat 
acaactccag aaaarcctat tacgcagaat 
gaggcatgta ggatagccga aattgataaa 
acagatattt ccgaacatgg gagttcaatc 
gcaagatcac tgctgacaga gtctaatgtt 
gacactatta ctgagcagcg aataattgaa 
atattcgttg cacatcgatt gtcagttgct 
cacggtggaa ttgttgaaac aggttcgcat 
aaagaattat gtactgtgaa gacgaagaaa 



aatttagaag cgaatgcatt acaagctgat 1080 
ctaccaatca ttgcacatgt tttaaagcaa 1140 
gatgtttcga aagacttttt aattattggt 1200 

SLbcbcceLa&a aggabbbiiga oaabgaafccfof 1360 

aagaactttg tttcagagaa gcagagaaat 1320 
agacagcaaa aatccctaat attctggata 1380 
agtattgcag gatcactttt tttagaacaa 1440 
acggatacac tggggatcac cccgatttgc 13 oo 
atgacgtatt btcagaattt tttactaact 1560 
attttaaatt atattaatca cctttttgaa 1620 
gttggcgaaa tagtctctcg gtttacagat 1680 
acgattttga ctctcttttt agatgtttgg 1740 
tttttaaata caaagttatt tatgatttct 1800 
atttatgcgt ttaaaaatac atttaatggc 1860 
ttattgaatt ctgcaataat cgaaaacgta 1920 
tcagaagaat tttcctacaa tcaaatcact 1980 
ttacggtata cgatagctga ccaaggacag 2040 
cttatagtct ttatcttatg ggctggagca 2100 
ggaagattat tggottttaa t.grfcthagta 21#;o 
attaatttac aaccaaagct acaaactgca 2220 
ttattagtgg attctgagtt taataggggg 2280 
gatatcgtat ttcaagatgt agaatttagt 2340 
abcaababao. aaabacaoAa gaabagbagt 2400 
aaatccacat tagcaaaatt aatggttggt 2460 
ttaaatggta aattaatcga taacattgat 2520 
gtaccacagg aaccggtaat gttcgcaggt 2580 
aaaagaaact: tiatccatcga caaagtgaaa 2640 
gatatagaaa attttcctat ggggtatgat 2700 
tcagtaggtc aaaaacaaag ackttctatt 2760 
ttactgtttg atgaatcaac cagtagtttg 2820 
aacctattga atttaaatiga caaaacatta 2880 
aagcaaactg aaaatattat cgttatggat 2940 
gataaattaa tattggaaaa tggatattat 3000 
aaagaatttt agataaaaca aaaac 3055 



<210> 16 
<r2n^ 1.7 
<212> ADN 

<213> iactobacillus sake 

<400> X6 

ccttggtcag gctatcg 17 



<210> 17 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Iactobacillus sake 
<400> 17 

atcacctttt tgaattaccc 20 
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